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Bases genéticas de la enfermedad tromboembdlica venosa

AJ Gonzalez-Ordoinez

Resumen
La trombofilia hereditaria como predisposicion genética a desarrollar la enfermedad tromboembdlica venosa es una entidad hete-
rogénea. La prevalencia conjunta de los trastornos graves como serian los déficits de inhibidores naturales de la coagulacion (anti-
trombina II1, proteina C y proteina S) es bastante menor del 1%. Por el contrario, dos polimorfismos recientemente descritos, aso-
ciados a una menor expresividad clinica (factor V Leiden y protrombina G20210A) alcanzan una prevalencia conjunta de 5-10% en
sujetos caucdsicos. La combinacion de alelos trombofilicos (dobles heterocigotos u homocigotos para factor V Leiden) también pro-
duce fenotipos de alto riesgo y precisa un régimen especial de profilaxis antitrombética. Ademds, otras variaciones genéticas (haplo-
tipo HR2, mutaciones de trombomodulina) o anomalias genéticamente condicionadas (concentraciones altas de fibrinogeno, facto-
res VIII, IX y X1, inhibidor del activador de plasmindgeno y homocisteina) se asocian a enfermedad tromboembdlica venosa en los
estudios epidemioldgicos. Por el contrario, la variante termoldbil de metilentetrahidrofolato reductasa supone un riesgo menor y es
de una utilidad discutible en la evaluacion de la hipercoagulabilidad.

Muchas de estas variables genéticas se han incorporado al estudio rutinario de trombofilia a través de métodos funcionales pro-
vocando su estricta dependencia de algunas circunstancias ambientales que deben ser identificadas (como el momento evolutivo
optimo para su investigacion).

Otras variaciones genéticas y reguladores de la transcripcion que influirdn en la enfermedad tromboembolica venosa (por inter-
acciones gen-gen y gen-ambiente) permanecen sin descubrir.

Palabras clave: Factores de riesgo genéticos, polimorfismos, trombofilia, trombosis venosa, embolismo pulmonar.

Summary. Genetic determinants of the venous thromboembolism
Inherited thrombophilia, considered as a genetically-determined increased predisposition to venous thromboembolism, is an hetero-
genous clinical entity. In overall, dominant defects such as deficiencies of natural coagulation inhibitors (antithrombin 111, protein
C o protein S) show prevalence below 1% of the population. In contrast, two recently described polymorphisms involved in milder
clinical manifestations (factor V Leiden or prothrombin G20210A) reach an overall prevalence between 5-10% among Caucasians.
However, the frequent combination of thrombophilic traits (double heterozygotes or factor V Leiden homozygotes) also produces a
high thrombotic risk phenotype and deserves special consideration for antithrombotic prophylaxis. Furthermore, other genetic
variations (HR2 haplotype, thrombomodulin mutations) and defects of probably genetic origin (increased levels of fibrinogen, fac-
tors VIII, IX and XI, plasminogen activator inhibitor-1 or homocysteine) seem associated with the venous thromboembolism in epi-
demiological studies. By contrary, the risk related with the thermolabile variant of methylene tetrahydropholate reductase seems to
be low and several experts argue against this specific testing during the thrombophilia study.

Several genetic variations have been incorporated to the clinical assessment of hypercoagulability through functional methods,
being strongly dependent of some environmental circumstances (such as the optimal time for sampling) that must be identified.

According to a multicausal model, many other unknown genetic variations and transcriptional regulators could contribute by
means of gene-gene and gene-environment interactions to the complex genetic origins of the venous thromboembolism.

Keywords: Genetic risk factors, polymorphisms, thrombophilia, venous thrombosis, pulmonary embolism.

INTRODUCCION

La importancia clinica de la oclusién trombética del territorio
venoso deriva de su alta incidencia (superior a 1/1000 anual) y
severidad (tercera causa de muerte subita)(/) tanto como de las
dificultades para establecer un diagndstico especifico por
métodos incruentos. La localizacién anatémica afectada con-
diciona la gravedad del cuadro que puede oscilar desde la
tromboflebitis superficial al embolismo pulmonar mortal. Su
presentacién habitual se asocia con el origen del trombo en
venas internas de los miembros o con su migracién a ramas
segmentarias de la circulacién pulmonar, condicionando trom-
bosis venosas profundas y embolias pulmonares no mortales,
respectivamente. Pero la importancia clinica de la enfermedad
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tromboembdlica venosa procede también de la magnitud de
sus secuelas (sindrome postrombético e hipertensiéon pulmo-
nar) y de la severidad de las llamadas trombosis viscerales:
una amplia gama de cuadros clinicos abigarrados relacionados
con la trombosis de venas renales, cerebrales, mesentéricas,
suprahepaticas o del territorio porto-esplénico. Ademads, su
conocida tendencia a recidivar (como minimo un 30% a los 10
afos si se efectud un tratamiento inicial correcto) (/), convier-
te a la enfermedad tromboembdlica venosa en una auténtica
enfermedad crénica o recurrente (2).

Intentar comprender la enfermedad tromboembdlica venosa
se estd convirtiendo en una tarea infinitamente mds ardua de lo
que cabia suponer. En su origen aparecen complejas interac-
ciones entre factores de riesgo genéticos y adquiridos. La
mayoria de los factores de riesgo genéticos y algunos de los
adquiridos (neoplasias, estrégenos, gestacién-parto-puerperio,
anticoagulante lipico) producen cambios en la composicion
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de la sangre tendentes a su hipercoagulabilidad. Por el contra-
rio, los factores adquiridos tipicos implican un descenso del
flujo circulatorio (edad avanzada, inmovilidad, cirugia, venda-
je, gestacion) o un cierto grado de lesion vascular (traumatis-
mo, cirugia ortopédica, trombosis previa). La importancia de
los factores genéticos radicaria en su persistencia (al menos
tedricamente actuarian durante toda la vida), sin embargo rara
vez su influencia alcanza a desencadenar una oclusién vascu-
lar independiente de la edad (considerada como el factor
ambiental mas relevante).

En un sentido amplio el concepto de trombofilia deberia
definir la predisposicién a desarrollar episodios trombdticos
independientemente de su localizacion arterial o venosa. Sin
embargo, en nuestro medio se emplea mds como una categoria
de la enfermedad tromboembdlica venosa aplicada a los
pacientes que la sufren con especial frecuencia o severidad
(tendencia familiar, debut juvenil, presentacion espontanea,
localizacién inusual o tendencia a la recurrencia).

Este concepto se opone al de hemostasia fisiologica que
genera codgulos tnicamente donde se precisan (herida-seccién
vascular), sin adquirir nunca un tamafio excesivo y persistien-
do solo el tiempo necesario. Filogénicamente supone un
nimero minimo/ éptimo de trombosis y hemorragias en los
sistemas circulatorios mds evolucionados. Clinicamente con-
lleva la formacion de codgulos de fibrina estables pero no
invasivos, de acuerdo a un doble equilibrio secuencial: inicial-
mente entre procoagulantes (plaquetas y factores de coagula-
cion) y anticoagulantes naturales y posteriormente, entre pro-
fibrinoliticos y antifibrinoliticos. Asi pues, la didtesis
trombdtica aparece por aumento de procoagulantes o antifibri-
noliticos o por defecto de anticoagulantes o profibrinoliticos.
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VARIACION GENETICA

Los desequilibrios protrombdticos de origen genético apare-
cen por la existencia de mutaciones que originan una «hipo-
funcién» (o déficit) en los anticoagulantes naturales (antitrom-
bina, proteina C o proteina S) o por variantes genéticas que
originan «hiperfuncién» (como el aumento de protrombina,
fibrindgeno o inhibidor del activador tisular de plasminégeno/
PAI-1). En el primer caso, se reconocen multiples tipos de
lesiones genéticas diferentes (mutaciones, delecciones, etc)
(3,4,5) afectando a una fraccion muy escasa de poblacion
(siempre muy inferior al 1%, practicamente mutaciones exclu-
sivas de ese linaje). En el segundo, suele existir una diferencia
puntual (idéntica en toda la poblacién afectada), de alta preva-
lencia (generalmente superior al 1%, por lo que ya no se deno-
minarfa mutacién sino polimorfismo).

Los polimorfismos mds frecuentes son los llamados de
nucledtido tnico (SNP o single nucleotide polymorphism)
(figura 1), aunque también existen otros tipos: en algunos
varfa el nimero de repeticiones de una secuencia constante
—variable number of tandem repeats o VNTR-y en otros un
cierto segmento de DNA estd o no presente (insercion/delec-
cion). Los polimorfismos de nucledtido unico suelen ser
dimorfismos (tener adenina en lugar de guanina en posicion
1691 del gen del factor V, sustituye el alelo nativo 1691G por
el alelo variante 1691A que origina el factor V Leiden), igual
que las variantes que consisten en inserciéon o deleccién (el
alelo deleccién carece de una secuencia presente en el alelo
insercion). Por el contrario, las variaciones del numero de
repeticiones de una secuencia constante pueden no ser dimoér-
ficas sino mds complejas cuando el gen puede incluir un

CCTATAGAGAGGT

In / del

CCTATAGAGAGGTATGAGAACAAGAATCCTCCACGGTG
CCTATAGAGAGGTATGAGAACAAGAGTCCTCCACGGTG

CCTATAGAGAGGTGTGTGTGTGTGTGTATGAGAACAAGA

CCTATAGAGAG(GT),ATGAGAACAAGA

CCTATAGAGAGGTTTACGTTTACGTTTACTGAGAACAAGA
CCTATAGAGAGGTTTACGTTTAC

CCTATAGAGAGGTATGAGAACAAGAATCCTCCA
CCTATAGAGAG

ATGAGAACAAGA

TGAGAACAAGA

ATCCTCCA

13111l Tipos de polimorfismos genéticos mas comunes.

SNP: polimorfismo de nucleétido Unico (single nucleotide polymorphism). VNTR: variacion del nimero de repeticiones de una secuencia constante
(variable number of tandem repeats); una variante serian los STR cuando estas secuencias son especialmente cortas (short tandem repeats). In/del:
designa polimorfismos en los que cierto segmento de DNA esta o no presente (insercién/deleccién).
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nimero variable de copias de una determinada secuencia (ori-
ginando por ejemplo alelos de 4 copias y alelos de 5, 6 0 mds
copias).

Un polimorfismo localizado antes del punto de inicio de la
transcripcion o traslacion (en el extremo 5’ del gen), se descri-
be con un signo negativo delante del ndmero que indica la
posicion del nucledtido variable. Por el contrario, si ocurre en
un exon se prefiere nombrarlo de acuerdo al cambio del ami-
nodcido sufrido (consignando el nimero del codén modifica-
do); asi, el factor V Leiden resulta mejor definido como factor
V Arg506GIn que como factor V G1691A. En la region 3’ des-
pués del codén de parada, se numeran a partir de él. Los cam-
bios en un intrén pueden llevar signo positivo (si se numeran
desde el origen del intrén) o negativo (si se numeran hacia
atrds desde el inicio del exdén siguiente); asi, las notaciones
C+55/in6T y C-12/in6T podrian referirse al mismo polimor-
fismo de nucledtido tnico. Para polimorfismos de tamafio,
podrian consignarse las notaciones ins/del o el nimero de
repeticiones (n rpt).

VARIANTES GENETICAS ASOCIADAS A LA
ENFERMEDAD TROMBOEMBOLICA VENOSA

La enfermedad tromboembdlica venosa es un modelo de
enfermedad multifactorial; se considera que aparecerd en un
determinado individuo siempre que su potencial trombogénico
sometido a una cierta situacion clinica rebase el valor umbral
(6). En el momento actual estan bien caracterizados siete fac-

tores de riesgo de tipo genético (tabla I) que describiremos
siguiendo el orden cronolégico de su descubrimiento.

Déficit de antitrombina (AT/ATIII)

Esta conocida glicoproteina (de la familia de los inhibidores de
serinproteasas o serpinas) es el principal inhibidor de la trom-
bina (FIla), con capacidad de neutralizar también a otros fac-
tores activados (FIXa, FXa, FXIa, FXIla) (figura 2); la hepari-
na y diversos heparinoides naturales amplificarian su efecto
anticoagulante.

Su déficit fue descrito por primera vez en una familia no-
ruega afectada de trombofilia (Egeber et al. 1965) (7). En 1993
se habian descrito ya 79 mutaciones en el gen de la antitrom-
bina (3) que suelen transmitirse siguiendo un patrén autosémi-
co dominante con heterocigotos potencialmente afectados (la
ausencia de homocigotos se atribuye a su letalidad). Se distin-
guen dos tipos de déficit: tipo I si produce un descenso pro-
porcional de toda la molécula (déficit de antitrombina inmu-
noldgica y funcional) y tipo II cuando la concentracién de la
proteina es fisioldgica pero su actividad estd reducida (varian-
tes moleculares disfuncionantes). Afecta a menos de 1/1000
individuos sanos y apenas se observa en el 1% de pacientes no
seleccionados (o consecutivos) con trombosis venosa (8), con-
dicionando riesgos relativos proximos a 10. Aunque su pene-
trancia es incompleta numerosos portadores sufren enferme-
dad tromboembdlica venosa juvenil (antes de los 30 afios) y
sin desencadenante aparente, si bien también abundan los rela-
cionados con gestacion y puerperio. La deteccion de este feno-

\
\
\

FX| $FXla

FIX
FVIIl ——=FVllla

FiXa

FT+FVlla <—FT+FVII

Fibrindgeno

TFPI

Flla
(Trombina)

FXllla

Fibrina

Representacion esquematica de los mecanismos de coagulacion.
Se considera que la activacion principal procede de la union del FT (factor tisular) y del FVlla (factor VII activo). Le siguen la activacion de los factores
IX (FIX) y X (FX) con la cooperacion de los cofactores (FVIII: factor VIl y FV: factor V). Referido a cualquier factor «a» significa el mismo factor activo.
FXI: factor Xl, Fll: factor Il (protrombina), FXIII: factor XllII; PC: proteina C, PS: proteina S, EPCR: receptor endotelial de la PC, TM: trombomodulina,
ATIIIl (antitrombina), TFPI («tissue factor pathway inhibitor»/inhibidor de la via del FT), TAFI («thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor» / inhibidor de la

fibrinolisis activable por trombina).
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IElJEN M Variantes genéticas causantes de trombofilia hereditaria bien caracterizadas

Anomalia Prevalencia (%) Odds Ratio Edad debut  Incidencia anual
(anos) ETEV (%)
en poblacién general TEV no seleccionado
Déficit de AT 0,03-0,1 1 10 15-40 1-2
Disfibrinogenemia congénita  <0,01 0,1 @) Variable (@)
Grupo sanguineo no-O 50-60 70-75 2 Variable (@]
Déficit de PC 0,2-0,5 3 8-10 25-35 1-2
Déficit de PS 0,5 (M 2 2-5(7) 30-40 (7) 1-2
Factor V Leiden Heterocigosis (>95%): 3-5 15-20 5-6 40-70 0,2
Homocigosis < 0,1 1-5 40-80 30-50 0,5-1
Protrombina 20210 A 2-3 5-12 2-4 40-70 0,1-0,2
Factor V Leiden + 0,05-0,1 2 20 35-50 0,5-1
Protombina 20210A

ETEV: enfermedad tromboembdlica venosa; TEV: tromboembolismo venoso; AT: Antitrombina; PC: Proteina C; PS: Proteina S.
Las cifras de prevalencia se refieren a nuestro entorno étnico/ geografico. La edad de la primera manifestacién trombdtica se consigna con cardcter
orientativo (en la préictica los pacientes asocian factores y antifactores de riesgo).

tipo en el laboratorio de hemostasia requiere métodos funcio-
nales, generalmente amidoliticos.

Por supuesto que numerosas situaciones clinicas adquiridas
(hepatopatia, estrogenos, sindrome nefrético, heparinoterapia,
coagulopatia de consumo) pueden reducir las concentraciones
de antitrombina, pero no son el objeto de esta revision.

Disfibrinogenemia congénita

Descrita también por Egeber en 1967 en asociacion con trom-
bosis (9). Actualmente se reconocen variantes moleculares de
fibrindgeno (fibrindgeno New York I) (/0) responsables de
una interaccién patoldgica entre trombina y fibrina que permi-
ten la persistencia de trombina libre (no atrapada en el coagu-
lo) como causa de fendmenos trombdticos. Otras anomalias en
el gen del fibrinégeno originan aumento de la agregacion de
las plaquetas (fibrindgeno Oslo 1) (/1) o codgulos de fibrina
especialmente resistentes a la accién litica de la plasmina
(fibrinégenos Chapel Hill II, IIT) (/2) (figura 3). Sin embargo
la mayoria de las disfibrinogenemias descritas en la literatura

TAFI PAI-1
FXIII lo
t-PA/u-PA
Fli ©) TAFla g
®
FXllla Plasminégeno
©
FIBRINOGENO FIBRINA PLASMINA
PDF _ © _
D-D ap-antiplasmina

Representacion esquematica de los mecanismos de
fibrinolisis.

TAFI: inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina, t-PA: activador
(tisular) del plasminégeno, u-PA: activador (tipo urinario) del
plasmindégeno, PAI-1: inhibidor tipo 1 del activador del plasminégeno,
Flla: trombina, FXIII: factor XllI (estabilizador de la fibrina). Factor a
significa factor activo. PDF: productos de degradacion de la fibrina, D-
D: dimero D.
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cursan de forma asintomadtica (o incluso con hemorragia), por
lo que seria una de las causas mds infrecuentes de enfermedad
tromboembdlica venosa (menor del 1% en la mayoria de las
series). El estudio rutinario de trombofilia incluye un tiempo
de trombina para intentar su deteccion. Se han descrito molé-
culas variantes con ambos patrones de transmision (dominan-
te y recesivo). Las disfibrinogenemias adquiridas (hepatopati-
as) son bastante mds frecuentes pero no suelen incrementar el
riesgo trombdtico.

Grupo sanguineo no-O

(gen de la galactosil-transferasa)

Poco tiempo después se publicé un estudio epidemioldgico
estableciendo que los grupos sanguineos A, B y AB tienen un
riesgo superior de problemas tromboembdlicos (unas 2 veces)
que los sujetos de grupo O (13). Los sujetos de grupos no-O
presentan concentraciones superiores de factor von Willebrand
(FvW), una glicoproteina multimérica que actiia como trans-
portador del factor VIII coagulante (FVIIIc) e interviene en la
adhesion de las plaquetas al subendotelio. Se asocia también a
unas concentraciones plasmaticas superiores de factor VIII
coagulante por reducciéon de su depuracién (incremento de
semivida) (/4). Se trataria de un auténtico polimorfismo pues
cualquiera de las cuatro versiones del fenotipo no se conside-
ra patoldgica (por su elevada frecuencia). Condiciona un ter-
cio de la variabilidad total (de origen genético) observada en
las concentraciones de estos dos factores (ya claramente esta-
blecidos como de riesgo en trombosis venosa) (15, 16). Afec-
ta a un 50-60% de la poblacién (sujetos no-O), que suponen
—sin embargo— un 70-75% de los casos de tromboembolismo
venoso no seleccionados (/7).

Déficit de proteina C

La proteina C es un inhibidor vitamina K dependiente, de sin-
tesis hepdtica que inactiva los factores Va y VIlla si ha sido
previamente activada (proteina C activada) y dispone de pro-
tefna S (figura 2).

Griffin et al describen (en 1981) el déficit de proteina C en
varios miembros de una familia con trombosis de repeticion
(18). En 1995 ya se habian descrito en su gen (PROC), 160
mutaciones cursando con ambos tipos de déficit (I'y II). Como
el déficit de antitrombina, el de proteina C reconoce un patrén
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de transmision autosémico dominante (heterocigotos expues-
tos) con penetrancia incompleta (adultos asintomaticos). Los
homocigotos son viables pero sufren purpura fulminante y
trombosis venosas masivas ya en el periodo neonatal.

Con prevalencias de un portador por cada 200-500 donantes
sanos y un 3% de pacientes con enfermedad tromboembdlica
venosa (no seleccionados) se le atribuye un riesgo relativo cer-
cano a diez (8, 19). Probablemente coexiste con otro tipo de
déficit clinicamente mds expresivo pero menos frecuente. En
la deteccién de este fenotipo se recomienda —también- un
método funcional amidolitico.

Déficit de proteina S

La proteina S es otra proteina anticoagulante de funcién criti-
ca. Cofactor no enzimatico de la proteina C activada en la
inactivacion de FVa y FVIIIa (figura 2) se sintetiza en el higa-
do también en relacién con la existencia de vitamina K.

En 1984 Comp et al describen dos casos emparentados aso-
ciados a trombosis venosa recurrente (20). Pronto se manifes-
t6 la complejidad del estudio de la proteina S en el laboratorio
de hemostasia, dado que existe bajo dos formas: libre o activa
como cofactor de proteina C activada (40%) y ligada, forman-
do complejos con un transportador del complemento (C4b bin-
ding protein o C4bp) (el 60% restante). Para mayor confusion
se describe en 1987 la existencia de un seudogen (inactivo) en
las proximidades del gen auténtico (PROS-1) que mostraba ya
131 mutaciones en la compilacién del afio 2000 (5). La mayor
parte de los pacientes sufren déficits tipo I. El patrén heredita-
rio es también autosémico dominante afectando a heterocigo-
tos con penetrancia incompleta. Su expresividad es general-
mente menor que la del déficit de proteina C aunque también
se han descrito homocigotos con purpura neonatal fulminante.

La prevalencia de este déficit —no bien conocida por razo-
nes técnicas— podria ser similar al de proteina C (ademads algu-
nas variantes bastante prevalentes como la proteina S Heerlen
no causarian trombofilia) y suele suponer el 2% en las series
de casos consecutivos de enfermedad tromboembdlica venosa
(8) (mas si selecciondaramos familias trombofilicas). Los
métodos inmunolégicos (preferentemente tipo enzimoinmuno-
andlisis) para proteina S total y libre asocian maxima rentabi-
lidad diagnéstica y minimo de interferencias.

Resistencia a la proteina C activada de origen
genético

a) Originada por el factor V Leiden (FVL)

Dahlbick et al describen en 1993 tres pacientes trombdticos
no emparentados (y algunos de sus familiares afectados) con
un nuevo fenotipo: la reduccién del poder anticoagulante de la
proteina C activada (27). Esta resistencia afectaba a mas
pacientes de trombosis venosa que a sujetos sanos y podia evi-
denciarse en el laboratorio con pruebas coagulométricas basa-
das en el TTPA (registrando su alargamiento en forma de
cociente al afadir la proteina C activada). En la poblacion
sueca este déficit resulté ser especialmente prevalente afectan-
do al 5% de los sujetos sanos y al 20-25% de los sujetos con
trombosis venosa al azar (superando el 50% si los pacientes
eran seleccionados por pertenecer a familias con trombosis
venosa) (tabla II).

Al afio siguiente Bertina et al describen un alelo variante
consistente en la sustitucion de guanina por adenina (G—A)
en el nucledtido 1691 (exén 10) que predice el cambio de la
Arg506 por Gln en la molécula del factor V, presente en el 80-

90% de los sujetos con aquel fenotipo. A este FV G1691A (FV
R506Q) se le denominé factor V Leiden (22) en reconoci-
miento a la ciudad que albergd los primeros estudios (la misma
mutacion fue referida por otros dos grupos de investigadores
independientes en el plazo de dos meses). La anomalia mole-
cular del factor V se localiza en un punto critico para la inac-
tivacion del factor V activado por parte de la proteina C acti-
vada (permaneciendo mds tiempo en su forma procoagulante)
(23) (figura 2) y para su funcién de cofactor (de la proteina C
activada y la proteina S) en la inactivacién del factor VIII acti-
vado.

Histéricamente, el factor V Leiden suscité un excepcional
interés por el estudio de la contribucion genética al fenotipo
trombdtico. Era la primera vez que una anomalia tnica (con lo
que supone de simplicidad analitica) tenfa una presencia signi-
ficativa en los estudios de trombofilia. Su estudio por medio
de la reaccion en cadena por la polimerasa se generalizo rapi-
damente permitiendo identificar ciertas sinergias. Hasta un
20% de las familias afectadas por un déficit de proteina C pre-
sentan también el factor V Leiden en estado heterocigoto (24).
Potencia el déficit de proteina S, de modo que los dobles hete-
rocigotos sufren una penetrancia superior al 70% (en lugar de
la habitual del 20%) (25) lo que habria llevado a sobreestimar
la importancia trombogénica del déficit de proteina S en las
publicaciones previas.

Los sujetos portadores del factor V Leiden en estado hete-
rocigoto (FV 1691GA) sufren un riesgo relativo de trombosis
venosa entre 5 y 6, pudiendo llegar a ser de 80 entre los suje-
tos homocigotos (FV 1691AA) (26) (tabla I). Aunque se invo-
lucrd en trombosis venosas cerebrales (27), parece causar mas
tromboflebitis (trombosis venosas superficiales) y trombosis
venosas profundas que embolias pulmonares (28,29,30), lo
que le hace compatible con una expectativa de vida normal
(31). Se implica fuertemente en el riesgo de trombosis venosa
que presentan las mujeres en los primeros meses de exposicion
a los estrégenos (pildora anticonceptiva) (32), especialmente
en caso de homocigosis, aunque los andlisis para su despistaje
no se consideran aun costo-efectivos en esta indicacién.

Estd ausente en razas orientales y escasea en sujetos de ori-
gen no europeo (33).

b) Originada por factores genéticos diferentes del factor V
Leiden

Otras variantes genéticas que pueden producir una resistencia
a la proteina C activada, aunque con una frecuencia o intensi-
dad inferior, serian:

— El llamado haplotipo HR2 del gen del factor V (incluye 6
sustituciones de bases puntuales en los exones 13 y 16), se
hereda independientemente del factor V Leiden y esta presen-
te en el 8-10% de los sujetos libres de trombosis venosa en
nuestro medio. Especialmente en forma homocigota puede
producir un cierto grado de resistencia a la proteina C activa-
da (34) (tabla III). Los dobles heterocigotos FVL/HR?2 tienen
mayor riesgo de trombosis venosa que los sujetos que solo pre-
sentan factor V Leiden.

— El muy infrecuente factor V Cambridge (Arg306—Thr) se
describi6 en una familia afectada de trombosis y produce un
cierto grado de resistencia a la proteina C activada (35), a dife-
rencia de otras variantes como el llamado factor V Hong Kong
(Arg306—Gly).

— La concurrencia en un mismo sujeto de un déficit de fac-
tor V con una variante factor V Leiden incrementarfa el grado
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[N Anomalias moleculares protromboticas de origen combinado (genético + ambiental)

Anomalia Condicionante Prevalencia (%) Odds Ratio
Genético Ambiental Poblacion TEV no
general*® seleccionado
Resistencia a PCa Factor V Leiden Estrégenos 5 25 5
Haplotipo HR2 (?) Gestacion
(Factor V Cambridge) Incremento de
Factor VIII
Anticoag. Lupico
Dislipemia (?)
Hiperfibrinogenemia —455 G/A (beta) Inflamacion 5-10 20 (7) 2-4(7)
(Otros) Gestacion
Edad
Incremento de Grupo ABO no-O Inflamacion 10 25-30 4-5
Factor VIII (> 1,5 U/L) FvW -1234 C/T Gestacion
FvW Thr789Ala Edad
(Otros)
Incremento de Desconocido Edad 10 20-25 2-3
Factor IX (P,) Estrégenos
Incremento de Desconocido Edad 10 20 2-2,5
Factor XI (P,)
Incremento de PAI-1 -675 4G/AG Hipertrigliceridemia 10-15 15-30 (1,57)
Tabaquismo
Obesidad- Edad
Hiperhomocisteinemia MTHEFR 677TT Folicopenia 5-10 10-25 2-3
> 18,5 mM MTHEFR A1298C Insuficiencia Renal
> 15mM (;,?) CBS 68bp D/1 Tabaquismo
Edad
Hiperprotrombinemia FII 20210 A Estrégenos/ Gestacion 5 10-15 2-3
(>1,15U/L)

*1as prevalencias del 10% se deben —en general- a que los correspondientes estudios han utilizado el P90 como valor umbral de comparacién.
TEV: tromboembolismo venoso; PCa: Proteina C activa; PAI-1: inhibidor tipo 1 del activador del plasminégeno; FvW: Factor von Willebrand;

MTHEFR: metilén tetrahidrofolato reductasa; CBS: cistationina beta-sintetasa.

de resistencia a la proteina C activada (seudohomocigosidad)
y el riesgo trombdtico (36).

Omitiremos deliberadamente todas las causas de resistencia
a la protefna C activada adquiridas (elevacién de factor VIII
coagulante, estrégenos, gestaciéon o anticoagulante ldpico)
(tabla II) atin cuando pudieran tener algin componente genéti-
co y puedan suponer también un riesgo de trombosis venosa (e
incluso arterial), por escapar al objetivo de esta revision. En el
estudio de trombofilia se recomiendan ambos abordajes por su
complementariedad: funcional con una técnica coagulométri-
ca para resistencia a la proteina C activada y genético con una
reaccién en cadena por la polimerasa para el factor V Leiden.

Variante G20210A del gen

de la protrombina (FIl G20210A)

El interés por el gen de la protrombina (FII) se limitaba al estu-
dio de algunas familias aisladas con hemorragia hasta que
Poort et al (1996) describen la sustitucién de un tnico nucleé-
tido (G—A) en la posiciéon 20210, correspondiente a una
region no codificante 3’ (reguladora) del mismo (37). Su
mayor prevalencia en una poblacién trombdtica, seleccionada
(18% en casos familiares) o no (6%), frente a una poblacién
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libre de enfermedad tromboembdlica venosa (2%) la confir-
maron como la segunda causa genética mds prevalente (exclui-
do el grupo no-O). En el articulo original ya se establece su
asociacién con una elevada concentraciéon funcional de pro-
trombina, que podria atribuirse a un incremento en la eficacia
de la transcripcién. Sin embargo, la evaluacion coagulométri-
ca de la protombina muestra tal grado de solapamiento entre
portadores y no portadores de esta variacion que carece de
valor discriminante (37-39), por lo que se sigue requiriendo la
reaccion en cadena por la polimerasa para su diagndstico.

La asociacion se constaté en diversos estudios aunque gene-
ralmente se le atribuye un riesgo relativo inferior al del factor
V Leiden (entre 2-4) (37,38,40). Su prevalencia parece dismi-
nuir de sur (3-6%) (38, 41, 42) a norte de Europa (1-2%)
(37,40,42), al contrario de lo que ocurre con aquel. En nuestro
medio aparece en el 8-10% de pacientes consecutivos con
enfermedad tromboembdlica venosa (38) (tabla I). Muestra
similitudes clinico-epidemiolégicas con el factor V Leiden:
rareza entre sujetos de origen no europeo (33), probable impli-
cacion en trombosis venosa cerebral (43), incremento de ries-
go de trombosis venosa entre mujeres que reciben anovulato-
rios (43) o escasa influencia en la tasa de recidivas tras
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suspender la anticoagulacién (44). Aunque tampoco reduciria
la esperanza de vida, su implicacion diferencial con relacion al
embolismo pulmonar no resulta tan clara como en el caso del
factor V Leiden (30,45,46). Ambas variantes genéticas podri-
an estar implicadas en complicaciones gestacionales tipo abor-
to recurrente, muerte fetal intrauterina, abruptio placentae o
preeclampsia (lo que ha venido a reforzar la hipdtesis trombo-
tica de estas gestosis y a abrir una via de prevencion a base de
heparinas de bajo peso molecular) (47).

Por el contrario, los dobles heterocigotos (FVL / FII
20210A) presentarian una auténtica trombofilia; con un riesgo
relativo de enfermedad tromboembdlica venosa préximo a 20,
expresan una evidente sinergia al superar la suma de los ries-
gos individuales (tabla I) (46). Asimismo, la inferior edad de
presentacion y la superior tasa de recidivas (al finalizar la anti-
coagulacién) (48,49), confirman los conceptos de umbral y
multicausalidad (6,8). Aun asi la penetrancia nunca es total,
existiendo ancianos que han permanecido asintomaticos gra-
cias a interacciones favorables gen-gen y gen-ambiente.

IDEN:I'IFICACION DE NUEVOS FACTORES
GENETICOS DE RIESGO

Miiltiples factores protrombdéticos de tipo genético se conside-
ran en el momento actual candidatos a confirmar (o excluir) en
un futuro inmediato, cuando se disponga de estudios funcio-
nales o epidemiolégicos mds amplios y prospectivos. Con el
avance del proyecto genoma humano y la descripcion de un
ndmero continuamente creciente de polimorfismos de nucleé-
tido dnico localizados en los genes tedricamente candidatos
(relacion actualizada en http://snp.cshl.org/data/), aumenta el
interés por explicar las diferencias interindividuales observa-
das, a partir de su asociacién con estos polimorfismos. Abun-
dan los estudios de epidemiologia genética que describen tni-
camente el exceso de prevalencia de algin polimorfismo de
nucledtido tinico en poblacidn trombdtica frente a un grupo
similar de controles, aunque son poco demostrativos acerca de
su potencial causalidad. El polimofismo asi descrito en aso-
ciacion con la enfermedad podria ser un mero marcador de la
variante genética patogénica, con la que se encontraria en des-
equilibrio de ligamiento.

Se precisan estudios funcionales (de investigacion bdsica)
en los que se establezca la relacién entre un polimorfismo y
una variacion especifica en la eficacia de la transcripcién (cul-
tivos celulares transgénicos con inserciéon de la secuencia
variante del gen a estudio y andlisis de las consecuencias bio-
quimicas). Asimismo se requieren estudios funcionales («ana-
liticos») que estudien el polimorfismo de nucleétido tnico
mediante reaccion en cadena por la polimerasa y la correspon-
diente proteina (en suero o plasma mediante enzimoinmunoa-
ndlisis o en membrana celular por citometria de flujo).

Los estudios epidemioldgicos que relacionan genotipo,
fenotipo funcional, fenotipo «analitico» y clinica se conside-
rarfan mds demostrativos. También resultarian aceptables
aquellos que encuentran asociacion entre genotipo y fenotipo
«analitico», si se apoyan en la publicacién previa de los
correspondientes estudios experimentales.

Es bien conocido que portadores de la misma mutacion se
presentan en clinica con diferente fenotipo y que sujetos con
igual fenotipo pueden albergar mutaciones y polimorfismos
diferentes. Resulta evidente que el repertorio de fenotipos cli-
nicos es muy limitado en comparacién con los fenotipos «ana-

liticos» y especialmente con el ingente potencial combinatorio
de los numerosos polimorfismos (entre millones que pueblan
el genoma) que podrian influir en cada uno. Los estudios de
casos 'y controles (de tamafio habitual) solo tendrian poder
estadistico para evaluar variaciones genéticas de prevalencia
superior al 2-5%; incluso cuando el alelo variante es un factor
de riesgo débil, esto requerird muestreos muy amplios con
altos costes (50).

Por el contrario para descubrir mutaciones (alelos con fuer-
te riesgo asociado y prevalencias inferiores a 1%) se prefieren
estudios de ligamiento en el seno de familias afectadas (sin
otra causa conocida); en ellos, se valora la cosegregacion de
un fenotipo «analitico» con la existencia de trombosis clinica
aunque (como en el caso de la antitrombina) (7) tengan que
transcurrir muchos afios antes de que se pueda identificar la
lesién molecular subyacente (3). Algunos estudios familiares
han optado por la secuenciacion completa del gen en todos los
miembros buscando polimorfismos asociados al fenotipo ana-
litico y clinico (como refleja la historia del descubrimiento del
alelo 20210A del gen de la protrombina) (37). En estudios
familiares las llamadas fenocopias suponen una dificultad afia-
dida: sujetos libres del alelo variante pero que también han
sufrido trombosis por acumulaciéon de factores de riesgo
ambientales (o por interaccioén especifica de algin factor de
riesgo ambiental con otro/s factor/es de riesgo oculto/s o des-
conocidos). Para seguir avanzando se requerird un mayor des-
arrollo de la bioinformatica.

También se emplean estudios familiares para conocer la
heredabilidad de un cierto fenotipo (siguiendo procedimientos
estadisticos similares a los aplicados en estudios de gemelos).
Asf se ha publicado la heredabilidad de varios factores hemos-
taticos (51, 52). En relacién con estas posibilidades el proyec-
to GAIT (Genetic Analysis of Idiophatic Thrombophilia) ha
acometido la bisqueda de locus asociados a la susceptibilidad
para sufrir trombosis familiar, empleando técnicas de compo-
nentes de la varianza aplicadas al andlisis del ligamiento gené-
tico entre marcadores. Los estudios del proyecto GAIT
demuestran la asociacion genética entre el locus ABO y las
concentraciones plasmadticas de factor von Willebrand (53) o
entre trombosis y sensibilidad a la proteina C activada, homo-
cisteina o factores de la coagulacion (factor VIII coagulante/
factor von Willebrand, IX, XI) (54).

VARIANTES GENETICAS PROBABLEMENTE
ASOCIADAS A ENFERMEDAD
TROMBOEMBOLICA VENOSA

Serian aquellas que han sido reconocidas solo de forma preli-
minar (pendientes de confirmacién) o que estdn sumidas en
alguna inconsistencia metodolégica. Los factores de riesgo (y
factores de proteccidn) genéticos, con candidatura mejor esta-
blecida se relacionan a continuacion (ver tabla III).

Polimorfismo Val34Leu del factor Xill
El factor XIII activado o estabilizador de la fibrina (FSF) se
requiere para conformar una malla de fibrina resistente al flujo
sanguineo, tras su polimerizacion inicial. Se han descrito mas
de 20 mutaciones en familias aisladas, causando un déficit
marcado o incluso ausencia completa (I6gicamente cursando
con hemorragias).

La activacion factor XIII—factor XIII activado se debe al
corte efectuado por la trombina (figuras 2 y 3) en la Arg37 de
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JEIJNI /M Variantes genéticas probablemente involucradas en el riesgo o proteccion frente al tromboembolismo venoso

Anomalia Prevalencia (%) Odds Ratio  Referencia bibliografica
En Poblacién general TEV no seleccionado
Factor V (haplotipo HR2) heterocigosis: 8-10 10-20 1,5-2 (7)) 34
homocigosis: 0,2 0,5

Factor XIII Val 34 Leu (Leu/Leu): 3-10 2-6 0,5-0,8 (?) 57,58, 60
Factor Tisular —1208 D/I (I/D+D/D): 77 71 0,72 (?) 61
Mutaciones de TM <1 3(?7) (@) 68

EPCR (4031 I/D) <1 3-4 4,6 70
PAI-1 (-675 4G/5G) 4G/4G: 25-30 30-35 1-1,5 (7)) 74-75

(5-10 si Factor V
Leiden/PS)

Polimorfismos de PC CC/GG: 35-50 43-66 1,5-2 78

TEV: tromboembolismo venoso; FT: factor tisular, TM: trombomodulina, EPCR: receptor endotelial de la PC, PAI-1: inhibidor tipo 1 del activador

del plasmindégeno; PC: proteina C; PS: proteina S
Las cifras de prevalencia deben considerarse sélo a titulo orientativo.

su subunidad A. La referida variante molecular introduce un
cambio (a tres aminodcidos de distancia) de modo que Leu34
se asocid a una activacioén trombinica mds rdpida y una mayor
eficiencia funcional en la polimerizacion de la fibrina (55,56),
con unas concentraciones plasmaticas de factor XIII fisiol6gi-
cas (56).

De este modo —por el momento—, los estudios que asocian
la homocigosis Leu/Leu34 con una proteccién antitrombética
(57, 58) o con un aumento en el riesgo de una hemorragia
cerebral (59), estdn desprovistos de fundamento funcional
(unido a que otros estudios no observan esta relacion) (56,60).
Esta aparente paradoja (deberia producir trombosis) ha
impulsado la biologia molecular especifica de esta region del
factor XIII.

Gen del factor tisular (FT) (polimorfismo -1208 D/I)
El factor tisular es el iniciador (cebador) de la coagulacion
dentro del organismo vivo (figura 2). En el contexto del
PATHROS (Paris Thrombosis Study) fue secuenciado el pro-
motor de su gen, encontrandose 4 polimorfismos (3 polimor-
fismos de nucledtido tnico y un polimorfismo insercion/
deleccién) plenamente concordantes. La perdida de un seg-
mento de 18 nt (alelo deleccion o «D») en la posicion 1208 de
este promotor fue asociada a una menor concentracion de fac-
tor tisular soluble (FTs) en plasma y a una moderada protec-
cion antitrombotica (Odds Ratio = 0°72) (61) (tabla III).

Gen del factor von Willebrand

(polimorfismo -1234 C/T)

En estudios de fenotipo como el LETS (Leiden Thrombophi-
lia Study), concentraciones elevadas de factor von Willebrand
se asociaron claramente a un mayor riesgo de tromboembolis-
mo venoso (15).

Tres polimorfismos de nucleétido tnico en el promotor del
gen del factor von Willebrand bien representados por el poli-
morfismo referido se asocian con concentraciones elevadas
(62), aunque aun no se ha podido probar su implicacién en
estudios epidemioldgicos (tabla II).
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Gen del factor VIl (polimorfismo desconocido)
El factor VIII estaria claramente asociado con el riesgo de
enfermedad tromboembdlica venosa en una forma directa-
mente proporcional (factor de riesgo continuo); asi en el
LETS, un factor VIII >150 UI/dL (en técnica coagulativa),
supone un riesgo relativo de 4’8 con relacion a los pacientes
que no alcanzan este valor (15). A pesar de una amplia secuen-
ciaciéon de regiones reguladoras (=no codificantes) en su
correspondiente gen (F8), no se ha podido encontrar ningin
polimorfismo que justifique las diferencias observadas (63).
Dado que la enfermedad tromboembdlica venosa asocia una
marcada reaccion inflamatoria de fase aguda, los estudios de
fenotipo (para factor VIII) se deben posponer (unos seis meses
desde el dltimo episodio). Sin embargo, la elevacién de factor
VIII suele persistir en el tiempo, no se corresponde con otros
reactantes (64) y muestra una fuerte heredabilidad (como
demuestran los investigadores de Leiden y el proyecto GAIT)
(51,53,54). Si bien los determinantes principales (conocidos)
de la concentracion de factor VIII son ya dos factores genéti-
cos (grupo sanguineo ABO y concentraciones de su transpor-
tador, el factor von Willebrand), podrian existir otros regula-
dores atn desconocidos (tabla II).

Gen de la cadena beta del fibrinégeno (-455 G/A)

El fibrin6geno ademds de intervenir en la coagulacion o en la
adhesividad y agregacion plaquetarias, contribuye a la viscosi-
dad sanguinea. Sus tres cadenas (o3 y y) estdn codificadas por
sus tres respectivos genes (agrupados en una regién de 50 kb
del cromosoma 4); cada gen tiene —dentro del promotor— una
secuencia que responde a la concentracién de IL-6 (mediador
de respuesta inflamatoria), aunque la cantidad de cadena P
resulta limitante en la produccién de las otras dos, en estudios
fuera del organismo (65). Entre los numerosos polimorfismos
que se han descrito en el gen de la cadena 3 al menos —854G/A
y —455G/A estuvieron asociados, independientemente, con la
concentracién plasmdtica de fibrindgeno. En las series de
casos de enfermedad tromboembdlica venosa las concentra-
ciones de fibrindgeno son mayores que en sus correspondien-
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tes controles; asi se observé en el LETS (Leiden Thrombophi-
lia Study) (66) (tabla II). Aunque obviamente, también puede
comportarse como un reactante (igual que el factor VIII ), su
heredabilidad parece significativa (52). Si bien los estudios
estdn mas avanzados en trombosis arterial que en trombosis
venosa (67) (un primer estudio con —455G/A ha resultado
negativo) (66), el interés continua siendo alto.

Mutaciones o polimorfismos en el gen de la
trombomodulina

La trombomodulina es una proteina integral de la membrana
endotelial que actiia como receptor de la trombina (FIIa) invir-
tiendo su actividad procoagulante (la convierte en anticoagu-
lante al acelerar 20000 veces la activacion proteina C — pro-
teina C activada) mientras permanece ligada (figura 2).
Algunos fragmentos desprendidos constituyen su forma solu-
ble (trombomodulina soluble), que es posible analizar en plas-
ma (técnica enzimoinmunoandlisis) y se ha sugerido como
marcador de dafio endotelial.

Por la preponderancia del sistema inhibitorio de la proteina
C en la patogenia de la enfermedad tromboembdlica venosa,
Ohlin et al sospecharon su implicacién y consiguieron descri-
bir diversas mutaciones (483Pro—Leu, 468Asp—Tyr,
61Gly—Ala) en familias con trombofilia (68) (las concentra-
ciones de trombomodulina soluble eran fisiolgicas pero no se
pudo descartar un descenso de trombomodulina endotelial ni
una posible disfuncién por cambio conformacional). Se trata-
ria casi de mutaciones privadas, aunque —en opinién de sus
descubridores— acumulando todas ellas podrian suponer un 4-
5% de casos de enfermedad tromboembdlica venosa (68), una
situacion semejante a la descrita para los otros miembros de su
sistema (proteina C y proteina S) (4, 5).

Existen también 3 polimorfismos (el dimorfismo 1418C/T
que predice un cambio 455Ala—Val no relacionado con la
prevalencia de enfermedad tromboembdlica venosa (69),
Ala25Thr en la regién codificante y —33G/A cerca del promo-
tor).

Gen del receptor endotelial de la proteina C
(polimorfismo 4031 1/D)
Asociado con la trombomodulina en la membrana endotelial
de los grandes vasos se encuentra el receptor de la proteina C
(logran conjuntamente la activacion proteina C — proteina C
activada) (figura 2). Aunque podria resultar una «diana» pro-
metedora, algunas de sus variantes genéticas (como la inser-
cién de 23 nucleédtidos en el exén 3, nt4031 que produce un
codén de finalizacion prematura o stop-codon y un receptor
endotelial de la proteina C truncado) parecen ser letales en
estado homocigoto por lo que no abundan los heterocigotos;
aunque estos parecen cursar con un aumento de riesgo de
enfermedad tromboembdlica venosa (odds ratio = 4,6), las
variantes genéticas con frecuencias alélicas inferiores al 1%
tienden a mostrar mejor su efecto en estudios familiares, que
de casos-controles (70).

La eventual comercializacién de algiin método de enzi-
moinmunoandlisis para estudiar su fenotipo reduciria la incer-
tidumbre.

Gen del inhibidor del activador del plasminégeno
(PAI-1) (polimorfismo —-675 4G/5G)

El inhibidor del activador del plasmingeno es una serpina que
bloquea la fibrinolisis producida por el t-PA (activador tisular

del t-plasmindgeno) (figura 3). Debido a que en el plasma se
encuentra en exceso (molar), con relacién a este, evita la fibri-
nogenolisis sistémica y continuada (tolerando solo la fibrino-
lisis local fisioldgica); sin embargo su excesivo incremento
posibilitaria que el codgulo (hemostatico) se convierta en inva-
sivo (trombo oclusivo). Se ha investigado mds en relacién con
los trombos arteriales que venosos, debido a su conocido
incremento en relacion con la hipertrigliceridemia, la diabetes
y el sindrome plurimetabdlico (en casos de enfermedad coro-
naria).

Un dimorfismo del tipo insercion / deleccién de una guani-
na (dos tipos de alelo: cuatro guaninas o cinco guaninas), se ha
localizado en el promotor (a 675 pares de bases (pb) del sitio
de arranque de la transcripcion) y se relaciona claramente con
este fenotipo.

La asociacion del alelo —675 4G con el aumento de la trans-
cripcion fue establecida por los ensayos de transfeccion (el
alelo 5G permite el anclaje de una proteina represora a dife-
rencia del 4G) (71, 72). Ademads en un drea proxima del pro-
motor (residuos -672 a —657) ambos alelos poseen una region
de respuesta a los triglicéridos-VLDL (llamada VLDLRE)
(73).

Los sujetos homocigotos 4G/4G tienden a mostrar unas
concentraciones del inhibidor del activador del plasmindgeno
un 25% superiores a los sujetos 5G/5G (con los heterocigotos
4G/5G situados en valores intermedios). Sin embargo, no se
comport6 como factor de riesgo venoso (74, 75) salvo en sub-
grupos concretos como los portadores del factor V Leiden
(76), o los afectados por un déficit congénito de proteina S
(probable incremento de los embolismos pulmonares) (77).

Gen de la proteina C

(polimorfismos -1654 C/T y -1641 G/A)

Ademds de las multiples mutaciones privadas conocidas en
este gen (4), algunos polimorfismos de su promotor (asociados
en un haplotipo) controlarian las concentraciones de proteina
C en el conjunto de la poblacidn (ya que todos portamos algu-
na de las combinaciones). Dos prestigiosos grupos de investi-
gacion (LETS y PATHROS respectivamente) (78, 79) han
demostrado una ligera asociacién con la enfermedad trombo-
embdlica venosa (portadores del alelo CG —odds ratio = 1,39—
y homocigotos CG/CG = 1,6) (78, 79) que estaria pendiente de
confirmacion.

Gen del factor Xl (polimorfismo 46 C/T)
Recientemente identificado por Soria et al en el seno del pro-
yecto GAIT, podria tratarse del auténtico polimorfismo fun-
cional implicado en el control de la actividad del factor XII
(aunque no se descarta que corresponda a una region proxima
en desequilibrio de ligamiento); en cualquier caso aparece aso-
ciado al riesgo tromboembdlico (80). Los homocigotos varian-
tes (TT) tendrian una menor actividad del factor XII que los
genotipos mas frecuentes CT y CC (50-60% frente al 90 y
130% respectivamente) y un mayor riesgo (dado el papel del
factor XII en la activacién de la fibrinolisis).

Otros polimorfismos en genes relacionados con la
hemostasia

Diversos genes hemostaticos y sus respectivos polimorfismos
estdn siendo investigados con un inusitado dinamismo dadas
sus posibilidades patogénicas tedricas, aunque nos limitare-
mos a mencionarlos:
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—Gen del factor II (dimorfismo 19911 G/A) (81).

—Gen del factor VII (Arg353Gln) (66).

—Genes de los factores V, X y XI.

—Gen de la proteina S (dimorfismos de PROS1: A2148G,
C2698A) (82).

—Gen del TFPI (Inhibidor de la via del factor tisular) (figu-
ra 2) (diversos polimorfismos).

—Gen del cofactor II de la heparina (CIIH).

—Gen del TAFI (Inhibidor de la fibrinolisis activable por
trombina) (figura 3).

—Gen del t-PA (activador tisular del plasminégeno) (dimor-
fismo I/D intrén h).

—Genes de glicoproteinas de membrana plaquetaria (mayor
interés en la trombosis arterial).

Polimorfismos localizados en genes no vinculados
directamente con la hemostasia

El interés por los condicionantes genéticos de variabilidad en
trombosis venosa no se agota o limita a las proteinas de las
vias de la coagulacion / fibrinolisis. Otras muchas cascadas o
rutas metabdlicas podrian indirectamente condicionar fenéme-
nos tromboticos.

1°. Metabolismo de la homocisteina (Hcy)

Este aminoécido azufrado es un producto intermedio del meta-
bolismo de la metionina; desde hace tiempo se ha relacionado
con la trombosis (arterial o venosa) a una edad juvenil a través
de los raros casos de aumentos graves de la concentracién de
homocisteina sérica (u homocistinurias) (entre 1/50000 y
1/350000 de 1a poblacién) correspondientes a homocigosis de
mutaciones privadas en los enzimas que controlan su metabo-
lismo (en su forma clasica localizadas en la cistationina beta-
sintetasa, CBS). Mayor interés se produce al constatarse que
también unas concentraciones ligera o moderadamente eleva-
das de homocisteina son un factor de riesgo venoso (83) (e
incluso arterial) y que pueden ser controlados de forma senci-
lla y econdmica, suplementando la dieta con folato (84, 85). Se
avanza en los estudios para probar que reducir la concentra-
cién de homocisteina también reducird los riesgos. El hallazgo
en el gen de la metilén tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) de
un polimorfismo 677C—T que puede elevar ligeramente las
concentraciones de homocisteina (en el 10% de la poblacién
de nuestro medio —los sujetos homocigotos variantes o T/T—-)
en ausencia de suficiente folato dietético (86), desaté su inte-
rés en la literatura médica hace 4-5 afios (87). Sin embargo, a
pesar de algunos estudios positivos, el consenso general actual
asigna a esta variante termolabil de metilén tetrahidrofolato
reductasa un riesgo cardiovascular nulo o marginal (87-89) por
lo que —a diferencia de la homocisteina— no se recomienda su
determinacion rutinaria en el estudio de trombofilia. Tampoco
parece condicionar el grado de respuesta al folato que se pro-
duce en los casos con aumentos de la concentracion de homo-
cisteina sérica (85).

2°. Enzima convertidor de la angiotensina (ECA)

Relacionada con el grado de vasoconstriccion sistémica y la
respuesta fibrinolitica fisiolégica (concentracion del inhibidor
del activador del plasminégeno), se encontraria un polimorfis-
mo insercion/ deleccidn, con presencia (alelo I) o ausencia
(alelo D) de una secuencia de 287 pb, en una region no codifi-
cante (intrén 16). Esta region se relaciona con un 30-50% de
la variabilidad observada en la actividad de la ECA y se comu-

376 + Quimica Clinica 2003; 22 (5)

Quimica Clinica 2003; 22 (5) 367-381

nicé un aumento del riesgo entre los sujetos D/D, varones, de
raza afroamericana (89) y en sujetos de raza blanca interveni-
dos de cirugia de cadera (90). Esta asociacién no se observo en
poblacién general de raza caucésica (91).

3°. Sintasa del dxido nitrico (endotelial, eNOS)

Esta enzima, que genera el principal vasodilatador endégeno
conocido (6xido nitrico), interviene en la regulacion del tono
vascular (y probablemente en el reclutamiento de las plaque-
tas); estd sometida a una variacién genética que se intenta rela-
cionar con la patologia arterial (hipertension arterial, espasmo
coronario y enfermedad coronaria).

En el 4° intrén de su gen existen variaciones del nimero de
repeticiones de una secuencia constante (4 vs. 5 repeticiones
de un fragmento de 27 pb) que se relacioné con enfermedad
tromboembdlica venosa en afroamericanos (92); sin embargo
ni este ni otro polimorfismo determinante de la actividad
eNOS (el polimorfismo de nucledtido tnico —786T/C), pudie-
ron ser relacionados con enfermedad tromboembdlica venosa
en sujetos caucasianos (93).

4°, Genes del metabolismo lipidico

La hipétesis de que los lipidos pudieran participar en la trom-
bosis, no solo arterial sino también venosa se estd consolidan-
do. Asi, el aumento de lipoproteinas ricas en triglicéridos
(VLDL) se relacioné con el aumento de factores vitamina K-
dependientes y con la activacién de la coagulacién por la via
del factor tisular (con eficiencia préxima a la de la fosfatidil-
serina) (94). Ademads, se ha descubierto, recientemente, el
papel procoagulante del LDL oxidado (incrementando mds de
diez veces la generacién de trombina) (95) y el anticoagulante
del colesterol ligado a HDL (96) (inactivacion del factor V
activado), de la fosfatidiletanolamina, de la cardiolipina (97) y
de la glicosilceramida (98).

La lipoproteina (a) [Lp(a)] presenta unas concentraciones
fuertemente determinadas por el gen de la apolipoproteina (a)
y condiciona una hipofibrinolisis (compite con el plasmindge-
no por su gran parecido estructural) asocidndose a enfermedad
tromboembdlica venosa (99).

Estos datos sustentardn nuevas lineas de investigacion rela-
cionando los genes de algunas lipoproteinas y enzimas del
metabolismo lipidico, con la trombosis (100).

5°. Genes de mediadores inflamatorios

Otra hipétesis plantea que algunas citoquinas y quimioquinas
(proinflamatorias o antiinflamatorias) y sus receptores, podri-
an estar implicadas en la patogenia de la enfermedad trombo-
embdlica venosa, o al menos asociarse con sus recurrencias
como sugiere un reciente estudio (/01).

SIGNIFICADO EVOLUTIVO DE LA VARIACION
GENETICA DE SIGNO PROTROMBOTICO

Una especie sin variabilidad genética no podria experimentar
una respuesta adaptativa optima ante un entorno cambiante.
(Cdémo explicar que algunos polimorfismos claramente dele-
téreos, llamados «de riesgo», se encuentren tan extendidos
entre la poblacién?. Indudablemente han tenido que superar
con éxito la presion selectiva a lo largo de decenas de miles de
afios; cada uno de ellos, a partir de la mutacion ancestral, habra
aportado alguna ventaja evolutiva a sus portadores hasta lograr
el grado actual de expansion en la poblacion. Ciertamente, las
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IEIJENIA Estudio de trombofilia. Indicaciones y andlisis recomendados

Indicaciones

debate)

(NOTA: la pertinencia del estudio indiscriminado de trombofilia en enfermedad tromboembdlica venosa (ETEV) estd sometida a

ETEV familiar
ETEV en < 45 anos
ETEV sin causa aparente
ETEV de localizacién anémala (visceral)
ETEV recidivante
Pérdida fetal recurrente
(Estudio epidemioldgico de otras trombosis)

Pruebas recomendadas Método recomendado

ATIII Amidolitico
PC Amidolitico
PS libre (y total?) ELISA
FVIlic / FvW (recientemente) (diversos métodos)
ACA (IgG / 1gM) ELISA
Anticoagulante lipico Test coagulométricos
Homocisteina HPLC / EIA
Factor V Leiden PCR

RPCa (técnica no modificada) Test coagulométricos
Protrombina 20210A PCR

Frecuencia del hallazgo (#) Requieren TAO prolongado

(grado de consenso alcanzado)

+/— ++++

+/— +++

+/— ++
++++ ++ /(7

+++ ++ [+

+++ ++++

+++ —/,? (+ écido félico?)
+++ — () +++ (%) ++++
+++

++ — (F)+++

ETEV: enfermedad tromboembédlica venosa; TAO: tratamiento anticoagulante oral; ATIII: antitrombina III; PC: proteina C; PS: proteina S;
RPCa: resistencia a proteina C activa; ACA: anticuerpos anticardiolipina; HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién, EIA: enzimoinmunoanali-

sis; PCR: reaccién en cadena por la polimerasa

# Frecuencias: (+/-) < 1%, (+) 1-5%, (++) 5-10%, (+++) 10-20%, (++++) >20%

(*) Solo en caso de asociacion o doble heterocigosis
(**) Solo en caso de homocigosis

pérdidas hemorrdgicas periparto son inferiores en las mujeres
portadoras del factor V Leiden (/02) y las hemorragias cere-
brales espontdneas son bastante mds infrecuentes entre sujetos
factor V Leiden o FII 20210A (+) (103) que entre sujetos nor-
males. Estos mecanismos interviniendo durante muchos miles
de afios (cuando la muerte por hemorragia era predominante)
han supuesto un permanente y poderoso selector natural y ain
hoy, aportan coherencia al hallazgo de una expectativa de vida
normal en estos sujetos (37,104). Acaba de sugerirse que la
propia implantacion del embrion puede contribuir a difundir el
factor V Leiden al confirmarse que los portadores tienen opti-
mizado este proceso (105).

Si estos polimorfismos han podido —recientemente- cobrar
un poder patégeno significativo, indudablemente se debe al
cambio acelerado de estilo de vida (sedentarismo, obesidad,
cirugia, tabaco, empleo de estrégenos), cuando no a su simple
prolongacion (envejecimiento).

SIGNIFICADO CLINICO DE LA VARIABILIDAD
GENETICA

Nuestro conocimiento genético actual de las enfermedades
poligénicas resulta extremadamente fragmentario para consti-
tuirse en una herramienta clinica poderosa (en las monogéni-
cas se utilizan ya numerosas aplicaciones); apenas habriamos
establecido la funcién del 10% de los —aproximadamente— 35-
40000 genes humanos. A partir de lo conocido hasta este
momento se estima que podria haber 2-3 transcritos por cada
gen, unas 90000 proteinas (sin considerar las modificaciones
postraslacionales), la mayorfa de funciones mudltiples (ain
desconocidas); esto insintia un largo camino por recorrer en

medicina molecular. Aun mds, la progresiva comprension del
genoma revelard millones de polimorfismos de nucleétido
dnico (se calcula que 1/500-1/3000 bases puede ser polimorfi-
ca); aunque muchos seran funcionalmente redundantes (esta-
rdn bien representados por otros mds o menos préximos) o no
serdn expresivos, unos pocos miles de ellos estardn condicio-
nando —dramdticamente— el riesgo de enfermar de la mayoria
de la poblacién durante la edad adulta (/06). Ademas las inter-
acciones gen-ambiente estardn bajo el control de multiples fac-
tores de regulacion transcripcional que empezamos —apenas— a
conocer.

UTILIDAD PRACTICA:
ESTUDIO DE TROMBOFILIA

Actualmente més de un 50% de casos consecutivos de enfer-
medad tromboembdlica venosa no pueden relacionarse con
una variante genética conocida ni dura (mutacion), ni blanda
(polimorfismo). Esto no significa que ignoremos solo la mitad
de los condicionantes genéticos. Como hemos sugerido, en
cada caso pueden estar actuando —simultdineamente— multiples
favorecedores (y también multiples atenuantes) desconocidos,
por lo que podriamos estar ignorando mds del 90% de las
interacciones relevantes. Aun asi los hematélogos se estin
viendo presionados para efectuar mas y mds estudios de trom-
bofilia y para tomar decisiones (principalmente acerca de la
duracién 6ptima del tratamiento anticoagulante) en ausencia
de auténticos consensos basados en la evidencia. La tendencia
actual dominante seria la de efectuar el estudio completo de
trombofilia solo en los casos sefialados en la tabla IV debido a
los elevados costes, a la ausencia de tratamiento corrector para
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la mayoria de las alteraciones y a la escasez de unos patrones
terapéuticos especificos.

Al menos deberiamos ser conscientes que en esta etapa
—dirfamos transitoria— una aplicacién clinica indiscriminada
de algunos conocimientos superficiales entrafia algunos peli-
gros:

—Inadecuada estimacion de riesgos: los clinicos no espe-
cializados tienden a sobreestimar el riesgo trombético asocia-
do con las trombofilias congénitas (lo que resulta inapropiado
en el caso de las «blandas» como el factor V Leiden o la muta-
cién de la protrombina) y a subestimar los riesgos asociados
con la anticoagulacién. Esto podria conducir a incrementar el
INR considerado terapéutico o a prolongar innecesariamente
un tratamiento con cumarinicos en un porcentaje excesivo de
casos (107).

Los hemat6logos expertos optardn por una anticoagulacién
prolongada en presencia de un anticoagulante ldpico y la
mayoria, en presencia de un déficit de antitrombina; sin
embargo, concederan un menor significado a un déficit de pro-
teina S aislado o a un titulo bajo de anticuerpos anticardiolipi-
na (tabla IV), de modo que su decision final estard influencia-
da por otras variables de tipo clinico. Hoy se admite que
prolongar la anticoagulacién (més de los seis meses habitua-
les) resulta obligado en los casos de factor V Leiden homoci-
goto o heterocigoto asociado a mutacién de protrombina o
déficit de proteina S, pero no en los habituales portadores hete-
rocigéticos aislados (tabla IV).

—Otra prueba de evaluacion simplista de riesgos es la falsa
seguridad: los clinicos tienden a identificar la ausencia de una
anomalia conocida con la evidencia de que la tendencia trom-
bética serd baja, ignorando que la mayoria de las alteraciones
no han sido atn identificadas.

—Podemos engendrar confusion en los pacientes con incre-
ible facilidad; se requiere una gran competencia profesional
para no inducir una falsa seguridad o una ansiedad innecesa-
ria.

Para el resto de situaciones no recogidas en la tabla IV lo
indicado serfa individualizar las pruebas a efectuar conside-
rando que cualquier paciente con enfermedad tromboembdlica
venosa se puede beneficiar de un escrutinio de anticuerpos
antifosfolipido y probablemente de homocisteina, aunque con
un desencadenante tan claro como una neoplasia activa, la uti-
lidad de estas pruebas se desvanece.

Recordemos que la aplicacion indiscriminada de los pard-
metros de trombofilia hereditaria al estudio de la trombosis
arterial podria considerarse (en el momento actual), una mala
practica. Los hematdlogos expertos en este campo estan obli-
gados a ilustrar a sus colegas y a reorientar o incluso devolver,
muchas de las solicitudes que reciben (107).

PERSPECTIVAS DE FUTURO

Los expertos conjeturan que la asociacién entre los polimorfis-
mos de nucledtido unico y las enfermedades cardiovasculares
serd mayor aun de lo que sospechamos, pero las conexiones entre
regiones alejadas del genoma deben ser también mds frecuentes
y los patrones de interaccién genotipo-ambiente-fenotipo mas
complejos, de lo que hemos venido suponiendo hasta ahora (108)
lo que obligara al empleo de la bioinformatica (709).

La genética se estd transformando en genémica a medida
que reemplaza el estudio de un dnico gen y sus funciones por
el de miltiples genes interdependientes y sometidos a regula-
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cion (110). Una de las herramientas empleadas en el estudio de
la compleja gendémica funcional serd el llamado chip de
DNA/RNA (microarray); permite efectuar miles de andlisis
mediante técnica de hibridacion, a partir de una gotita de
muestra bioldgica de un individuo, o cultivo celular, emplean-
do como soporte una ldmina de vidrio, celulosa o nylon del
tamafio de un porta; el patrén de hibridacion (y la consiguien-
te fluorescencia o quimioluminiscencia) serd posteriormente
leido por un scanner e interpretado por un ordenador (709,
111).

Mas atn, el universo de las proteinas es de un grado de
complejidad muy superior al de los dcidos nucleicos (a dife-
rencia de estos, admiten diferentes conformaciones, estados
funcionales, tipos de ligandos y ubicaciones celulares lo que
les confiere tareas muy diferentes). Muchas de las nuevas pro-
teinas que se describan pertenecerdn a rutas metabodlicas
actualmente desconocidas o incompletas (con frecuencia obte-
nidas a partir de la comparacién con genomas de otras espe-
cies). Se estima que el proteoma podria tener varios ordenes de
complejidad por encima del genoma y requerird también del
empleo de «chips proteicos» o «protedmicos» (protein arrays)
(112).

Aunque algunos autores consideren plazos inferiores (109),
parece razonable que en unos diez o quince afios podamos
comenzar a calcular las primeras puntuaciones (scores) de
riesgos para enfermedades poligénicas con chips de fiabilidad
creciente (validados en estudios prospectivos). Esto si deberia
a ayudar al manejo clinico de la enfermedad tromboembdlica
venosa, a individualizar las profilaxis y a establecer una far-
macoterapia mds personalizada que en la actualidad.

A medida que se completen los mapas de polimorfismos de
nucledtido tUnico y se resuelvan los enigmas de la genémica
funcional (110), el transcriptoma y el proteoma, se irdn esta-
bleciendo guias y directrices diagndsticas y terapéuticas, dis-
tintas (quizd totalmente nuevas) para los problemas trombdti-
COs.

En conclusidn, a pesar del desarrollo explosivo de la gené-
tica molecular en la dltima década nuestro conocimiento es
aun rudimentario y superficial: ignoramos la mayoria de los
genes y polimorfismos relevantes, estamos solo empezando a
intuir las primeras interacciones gen-gen y gen-entorno y pre-
cisamos de toda la imaginacién posible para desarrollar nuevas
herramientas genéticas y lanzar la bioinformatica que acaba-
mos de inaugurar. Comprender (y eventualmente corregir)
fendmenos tan complejos como el tromboembolismo repre-
senta un formidable reto que probablemente ocupara todo el
siglo que comienza.
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